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@ Vorrichtungen fur Immunoassays und deren Materialien 

Die vorlisganda Erfindung betrifft eine Vorrichtuftg vom 
Migrstionstyp (migrstion type) zum Nachweis des Vortian- 
denseins eines AnalyCen in einer Probe einer biologischee ' 
Fiussigkeit durch Veiwendung von Immunchemischen U- 
gand-Rezeptor-Reaktionen und von speiielt ausgewdhhen, 
spetiell behandelten und apeziell angeordneten Filtermata- 
rialien. 
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Beschrdbung 

Die Erfindung betriffi eine immunchemische Assayvorrichtung gemiO Anspruch I, cinen immunchemisch 
akiiven Marker gemaB Anspruch 2 1, ein Verfahrcn zw Hcrsicllung des immunchemisch aktivcn Markers gemafl 
5 Anspruch 44. sowie eine immunchemische Tcstvorrichiung gemflB Anspruch 52. 

Es wurden bereits verschiedene Methoden zum Nachwets eines Analyten (die zu analysierende Substanz) in 
einer Probe einer biologischen FlOssigkeit mitteb Anwendung der Immunchemie beschriebea Bei dcr soge- 
nanntcn "Sandwich-Mcthodc" bindei beispielsweisc ein Zielanalyt (z. B, ein Antigen) zwischen einen markierten 
Antikdrper und einen Aniikdrper, der an elnem festen TrSger immobilisiert isL Der Nachweis im Assay erfolgt 
10 dadurch. daB die Anwesenheit und die Menge des Komplexcs aus gebundenem Antigen und markiertcm 
Antikdrper ermittelt werden kann. Bei der Konkurrenzmeihode eines Immunoassays (competition immunoas- 
say) wird ein Antik6rper, der an eine feste Oberfiache gebunden isl, mit einer Probe, die sowohl eine unbekannte 
Menge des zu anaiysierenden Antigens als auch markiertes Antigen desselben Typs enthalt, in KontakI gebracht 
AnschlieOend wird die Menge des markierten Antigens, das an die feste Oberfl&che gebunden hai, bestimmt, 
15 womit indirekt die Menge des zu anaiysierenden Antigens in der Prol>e ermittelt werden kann. 

Da mit obigen und anderen Methoden, die unten noch diskutiert werden, sowohl Antikdrper als auch Antigene 
nachgewiesen werden k6nnen. spricht man allgemein von immunchemischen Ugand-Rezeptor-Assays oder 
einfacher Immunoassays. 

Vorrichtungen fCr Festphasen-Immunoassays. ob vom Sandwich* oder Konkurrcnztypi ermdglichen einen 
20 empfindlichen Nachweis eines Analyten in einer biologischen Flflssigkeit wie Blut oder Urin. Vorrichtungen fOr 
Festphasen-lmmunoassays beinhalten einen festen Trager, an den entweder der Ugand oder der Rezeptor des 
Ligand-Rezeptorpaars, Qblicherweisc ein Antikdrper. Antigen oder Hapten, gebunden wind. Die festen Trilger 
waren frOher in Form von Flatten, Rohren oder Perlen aus Polys tyrol. die vom Gebiet dcr Radioimmunoassays 
oder Enzymimmunoassays her bekannt waren, ausgebildet In den letzten Jahren wurde eine AHelzahl von 
25 pordsen Materialien wie Nylon, Nitrozellulose, Zelluloseaceut, Glasfasem und andere pordse Polymere als 
Festphasen etngesetzt 

Es wurden bereits viele verschiedene Komplett-Kits fOr Immunoassays beschriebeh, die p6r6se Materialien 
als Festphasentrager fur immunchemische Komponenten wie Antigene. Haptene oder Antikdrper verwendea 
Diese Kits sind fur gew6hnlich so konzipiert, daB sie auf Basis des Eintauchens, des Durchflusses oder auf Basis 
30 der Migration arbeiten (dipstick immunoassay, flowthrough immunoassay, migratory immunoassays). 

In den allgemeinercn Formen von Tauchstabassays (typische Beispiele sind Kits fOr Hetmtests aiif Schwanger- 
schaft und fOr Tests zum Nachweis eines Eisprungs) sind die immunologisdi aktiven Komponent^ ^ wie z. B. 
Antikdrper - an erne feste Phase gebunden. Die Testanordnung wird zur Inkubat»n in eine Probe "einge- 
taucht", die vcrmutlich einen unbekannten Antigen-Analyten enthULGleichzeitig, oder abcr nach einer Inkuba* 
35 tionszcit, werden enzymmarkierte Antikdrper hinzugegeben, Als nflchstes wird das gesamte System gewaschen 
und dann in eine zweite LSsung gegeben, die ein Substrat fOr das Enzym enthfth. Fails der Enzymmarker 
vorhanden ist bitdet er aus dem Substrat etn farbiges Produkt, das entweder auf die feste Phase als Feststoff 
ausf&llt Oder einen sichtbaren Farbwechsel in der Substratldsung erzeugt Baxter et aU EP-A 01 25 1 18 offenba- 
ren einen solchen Tauchstabimmunoassay vom Sandwichtyp. Kali et al, EP-A 0282 192 offenbaren cin Ein- 
40 lauchsiabchen for die Anwendung in Assays vom Konkurrenziyp. 

Vorrichtungen fQr DurchfluBimmunoassays wurden entwickeli. um langandauemde Inkubationsschritte und 
lastige Waschschriite, wie sie bei Tauchstabassays auftreten. zu vermeiden. Valkirs et aL, US. Patent Nr. 
46 32 SOL offenbaren eine Vorrichtung, die Antikdrper (spezifisch fOr einen 2^elantigen-Ana]yten)enth&ll, die an 
eine pordse Mcmbran oder an einen pordsen Filter gebunden sind, zu welchen eine flQssige Probe gegeben wird 
45 Wflhrend die FlOssigkeit durch die Membran flieBt, bindet der Zielanalyt an den Antikdrper. Der Zugabe der 
Probe folgt eine Zugabe von markierten Antikdrpera. Der sichtbare Nachwds marklerter Antikdrper zetgt die 
Anwesenheit von Zielantigen-Analy ten in der Probe auf. 

Korom et al, EP-A 02 99 359, offenbaren eine Variance fOr die DurchfluB-Vorrichtung, bet der sich die 
markierten Antikdrper auf einer Membran beHnden, die als Reagenzlief ersystem fungiert 
so Die Notwendigkett von vielen Zugabeschritten und von Waschschritten bei Vorrichtungen fQr Tauchstabtm- 
munoassays und DurchfluBimmunoassays erhdhen die Wahrscheiniichkeit, daB wenig ausgebiUetes Personal 
und Laien fehierhafte Testergebnisse erhalten werden. 

in Assays vom Migraiionstyp wird eine Membran mit den Rcagenzicn getrftnkt, die fOr die DurchfOhrung des 
Assays unabdingbar sind Dabei ist eine Analyt-Nachweiszone vorgesehen, auf der der markierte Analyt gebun- 
55 den ist und der Assay gelesen wird Siehe hierzu z. B. Tom et aU Patent Nr. 47 70 853 ond Zuk. EP-A 
0143574, . u w 

Die Empfindlichkeit eines Assays vom Migrationstyp wird jedoch hauFig durdi die Anwesenheit oder die 
Bildung von unerwQnschten, festen Substanzen in der Probe verringert, die den FluB der markierten Analyten zu 
der Detektionszone blockieren. Die Assay*£mpfindlichkeit verringert sich auch, wenn ein Assay vom Migra* 
€0 tionstyp mit zuviel flQssiger Probe Qberschwemmt wird 

Assays vom Migrationstyp beinhalten fOr gewdhnlich Reagenaen, die an farbige Marker gebunden sind und 
damit einen sichtbaren Nachweis ohne Zugabe weiterer Substanzen ermdglichen. Siehe hierzu z. B. Bernstein 
U-S. Patent Nr, 47 70853.MayetaLWO88/08534undChingetaLEP-A0299428. 
Derariige Marker sind unter anderem Goldsol-Partikel, wie sie von Leuvering in U.S. Patent Nr. 43 13 734 
6S beschricben wurden. Farbsioffsol-Partikel, wie sie vonGribnau et al in VS. Patent Nr. 43 73 932 und May el aL 
WO 88/08 534 beschricben wurden, angefSrbtes Latex, wie es von May. WO 88/98 534. Snyder EP-A 02 80559 
und 02 81 327 beschrieben wurde, und Farbstoffe, die von Liposomen umhOlh sind wie von Campbell et aL U.S. 
Patent Nr. 47 03 017 beschrieben. Diese farbigen Markierungssubstanzen sind tm allgemeinen durch die f6r den 
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entsprechenden Fall geeignclen Immobilisationsmethoden beschrankL Daruber hinaus bendtigcn sie eine ziem- 
lich groBe Menge an Ligandmolekaien und k6nnen teure Reagenzien notwendig machen, die dann-die Kosien 
erhdhen. 

Es ist daher Aufgabe der vorliegendcn Erfindung. vorieilhafie Moglichkeiten zur DurchfOhrung von Immun- 
oassays zur Verf Qgung zu stellen. 

Dicsc Aufgabe wird gemaO der vorliegendcn Erfindung durch eine Vorrichtung zum Nachweis der Anwesen- 
heit eines Analyten in einer Probe einer biologischen FlOssigkeit gelosl. wobei immunchemischc Ligand-Rezcp- 
tor-Reakttonen und speztell ausgewghlte. speziell behandehe und speziell angeordnete Filtermateriaiien ver- 
wendet werden. 

Genauer gcsagt,die Ldsung dieser Aufgabe erfolgt durch die Merkmaleder AnsprOche l,21»44bzw.SZ 
Vorteilhafte Weiterbildungen der Erfmdung ergeben sich aus den UnteransprQchen. 
Weiierc Einzelhciten, Aspckte und Vorteile der vorliegendcn Erfindung ergeben sich aus der nachfolgenden 
Beschreibung.unter Bezugnahme auf die Zcichnung. Eszeigt: 
Fig. 1 einenQuerschniti durch eine typischeeinseitiggerichtete Assayvorrichtung; 
Fig. 2 einen Querschnitt durch eine zweite Ausfahrungsform einer einseilig gerichteten Assayvorrichtung; 
Fig. 3 einen Querschnitt durch eine rypische zweiseitig gerichtcte Vorrichtung; 

Fig. 4 eine pcrspektivische Darsiellung einer Assayvorrichtung, wie in F%.2 abgebiidet (dargestellt in ge- 
sirichteUen Phantomlinien), wobei die Vorrichtung in eine PlastikhOHe mit einer einzigen Offnung einseschbs- 
senist; 

Fig. 5 eine Draufsteht auf eine mehrseitig gerichtcte Assayvorrichtung; und 

Fig. 6 cine pcrspektivische Darstcllung einer Assayvorrichtung, wie in Fig. 2 abgebiidet (dargestclh in gestii- 
chelien Phantomlinien), wobei die Vorrichtung in eine PlastikhOile mit zwei Offnungen eingeschlossen ist 

In Bezugnahme auf Fig. 1 sind auf einem Grundgcrust 20 cin Reservepolster 10, ein FJterelement 12 und cine 
Membrah mit Dochtwirkung 16 angeordnet,die eine immobilisierte Substanz enth&lt, die auf einer Testanzeige- 
zone 18 begrcnzt ist Das Rcservepolsier 10 weist genOgend PordsiiSt und Volumen auf. um eine flOssige Probe, 
mit der der Assay diirchgef uhrt werden soli, auf zunehmen und zu speichem. Das Filterelement 12 ist angrenzend 
an und bcnachbart zu einer im VerhSluiis zum Volumen des Polsters 10 ziemJk± kleinen Oberflfiche des 
Reservcpolsters 10 angeordnet, um den DurchfluO der flQssigcn Probe beim Ausuiu aus dem Reservepolster 10 
in das Filterelement 12 hinein zu dosieren. 

Auf der deflnierten Zone 18 der Membran mit Dochtwirkung 16 befindet sich eine Immobilisierte'Sijbstanz. 
die jeden spezirischen Ligand-Rezeptor-Komplex in der Probe binden kann, wenn sie durch das Filterelement 12 
flieBt 

Bei dieser AusfQhningsform wIrd ein Reagenz, das einen spezifischen Ugand-Rezeptor-Xomplex bildeh kann. 
zur Probe gegeben, wo es reagiert, um den Kompl^ zu bilden (in der Annahme, daB die Probe den passehden 
Analyten enthait); daraufhin wird die Probe mit dem Reservepolster 10 in Kontakt gebracht Anschliefiend! fli^lBt 
die Probe durch das Filterelement 12, wo alle unerwQnschlen Komponenten. die in der Probe vorhandeii sein 
kdnnten, abgefangen werden. und weiter in die Miembran mit Dochtwirkung 16. Falls sich der markierte Analyt 
in der Probe befmdet. bindet er an die Testanzeigezone 18 und erzeugt damit ein mit dem Auge sk^tbar 
nachweisbares Signal 

In der AusfOhrungform, wie in Fig. 2 gczeigt, befindet sfch auf dem GrundgerOst 20 ein zwei tes Filterelement 
14, zusaizJich zum Reservepolster 10, zum Filterelement 12 und zur Membran mit Dochtwirkung 16. Das 
Reservepolster 10 weist genflgend PorositSt und Volumen auf, um eine flOssige Probe, mit der der Assay 
durchgefOhrt werden soli, aufzunehmen und zu halten. Das erste Filterelement 12 ist angrenzend an und 
bcnachbart zu einer im Verhgltnis zum Volumen des Polsters 10 ziemlich kleinen Oberftichti des Reservepbl- 
sters 10 angeordnet. um den DurchfluB der flussigen Probe beim Austritt aus dem Reservepolster 10 in das erste 
Filterelement 12 hinein zu dosieren. Bei dieser AusfDhrungsform ist das erste Filterelement 12 gleichmaOig mit 
einem Reagenz geu-finkt, das einen spezifischen Ligand-Rezeptor-Komplex bildoi kann. W&hrend die flOssige 
Probe aus dem Reservepolster 10 austritt, kommt sie mit dem Reagenz in Kontakt, wdmit das erste Filterele- 
ment 12 getrSnkt ist; damit findet auf dem ersten Filterelement 12 die Reaktion stati, bei der ein spezifisdier 
Ligand-Rezeptor-Komplex oder spezifische Ugand-Rezeptor-Komplexc gebildet werden (in der Annahme, dafi 
die Probe den passenden Analyten oder die passenden Analyten enth&ltX Die Verwendung des ersteh'Filterieie* 
ments als Reagenzliefersystem ermdglicht es. auf eine separate Reagenzzugabe zu veraiichten. 

Das zweite Filterelement 14, das an das erste Filterelement 12 angrenzt und yon Reservepolster 10 entfemt 
angeordnet is;, ist in der Lage, jegliche spezifische Ligand-Rezcptor-Komplexe, die in der flQssigcn Probe 
enihalten sind oder gebildet wurden, durchzulassen, aber darin erithaltene grdfierc Substianzen am DurchfluBzu 
hindem, welche in der ursprOnglichen Probe bereits erithalien warcn oder sp&ter gebiklet wurden, Z. B. ini ersten 
Filterelement 

Die Membran mit Dochtwirkung 16 grenzt an das zweite Filterelement 14 an und ist vom ersten Fiiterelernent 
12 entfernt angeordnet Die Membran mit Dochtwirkung 16 weist genOgend PorositSt und Volumen auf. um 
einen GroOteil der Probe zu absorbieren, dle nach dem DurchfluB durch das erste Filterelement 12 und durch d^ 
zweite Filterelement 14 auf das Rescrvepblster lOgelangt ist 

Auf der deflnierten Zone 18 der Membran mit Dochtwirkung 16 befindet sich «ihe imrnobilisierteSiibstahz, 
die jeglichen spezifischen Ligand-Rezeptor-Komplex zu binden vermag, der in tier Probe gebildet worden isl 
bzw. in der Probe enthalten war, die durch das erste Filterelement 12 und das zweite Filterelement 14geflossen 
ist. 

Im Gebrauch wird eine HQssige Probe auf das Reservepolster 10 der in Fig. 2 dargestellten Vorrichtung 
gegeben. Die Probe flieBt durch das erste Filterelement R wo der 2ielanalyt an die markierien Reagenzien 
bindet. falls der Zielanalyt sich in der Probe befindet Die Probe flieBt weiter durch das zweiteiHIterelemeht 14. 
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WO jegliche unerwQnschte Komponenten. die sich in der Probe beflnden kdnnen, abgefangen werden, uad 
schlieOlich auf die Membran mit Dochtwirkung 16. 1st der markierte Analyt vorhanden. bindet er an die 
Testanzeigezone 18 und bildet ein mit dem Auge sichtbar nachweisbares Signal 
Des wciieren konnen "Immunstatus-Assays" durchgefOhrt werden, indem auf das zweitc Filtcrclement 14 der 
5 in Fig. 2 dargestellien Vorrichiung eine Probe gegeben wird. Auf das Reservepolster 10 wird dann einc Puffcrid- 
sung gegeben und die Ldsung wandert durch das erste RIterelemem 1% wo wteder markierte Reagenzien 
gebiidet werden. Die Ldsung und die Reagenzien wandern durch das zweite Fiiterelement 14, wo der Zielanaiyt 
- falls vorhanden - an die markierten Reagenzien bindet, und dann weiter auf die Membran mit Dochtwirkung 
1& 

10 Der markierte Analyt - falls vorhanden — bindet dann an die Testanzeigezone 18 und erzeugt ein mit dem 
Auge sichtbar nachweisbares Signal 

In Bezugnahme auf Fig. 3 beHnden sich auf dem Grundgerfist 120 ein gemeinsames Reservepolster 110^ erste 
Filterelemente 112A und 112B, zweiu Filterelemente 114A und U4B und Membranen mit Dochtwirkung 1I6A 
und 116B, die auf den definierten Testanzeigezonen I ISA und 118B immobilisierte Substanzen tragen. Das 

15 gemeinsame Reservepolster 1 10 weist genQgend Porositat und Volumen auf, urn eine flOssige Probe, mit der der 
Assay durchgefuhrt werden soli, aufzunehmen und zu speichent Die ersten Filterelemente 112A und 112B sind 
angrenzend an und benachbart zu einer im Verhiltnis zum Volumen des Posten 110 ziemlich kleinen Oberfliche 
des gemeinsamen Reservepolsters 1 10 angeordnet, um den DurchfluB der flQssigen Probe vom Reservepolster 
110 zu den ersten Filterelementen 112A und 112B zu dosierea Die ersten Filterelemente 112A und 112B sind 

30 gleichm&Oig mit einem Reagenz getrfinkt, das einen spezifischen Ligand-Rezeptor*Komplex bilden kann. 

Die zweiten Filterelemente 114A und 114B grenzen jeweils an die ersten Filterelemente 112A und 112B an, 
sind vom gemeinsamen Reservepolster 110 entfemt angeordnet und sind in der Lage, jeden spezifischen 
Ligand-Rezepior-Komplcx, der in der flQssigen Probe gebiidet wurde, durchzulassen, aber grd&ere Substanzen. 
die sich in der Probe befinden, am DurchfluB zu hindent Die Membranen mit Dochtwirkung 116A und t16B 

2S weisen genOgend Porositat und Volumen auf, um einen GroBteil der Probe vom gemeinsamen Reservepolster 
110 zu absorbieren. Die immobilisierte Substanz auf den Zonen 118A und 118B kann jeden gebildeten, spezifi- 
schen Ligand-Rezeptor-Komplex binden,. 

Im Gebrauch wird eine flQssige Probe auf das gemeinsame Reservepolster 110 gegeben; die Priobe waiidert 
durch die ersten Filterelemente 112A und 112B, wo die Zielanalyten falls in der Probe vorhanden — an die 

30 markierten Reagenzien binden, womit sic getrSnkt sind, wandert durch die zweiten Filterelemente 114A tmd 
1 14B, wo jegliche unerwOnschten Substanzen der flQssigen Probe abgefangen werden, und wandeit weiter euf 
die Membranen mit Dochtwirkung f 1€A und 116B. Falls markierte 2Uelanalyten vorhanden sind, binden sie an 
die Testanzeigezonen 118A und 118B/Damit erlaubt die Ausfflhrungsform der Fig. 3 einen gleichzeitigen und 
unabhangigen Assay fOr zwei Analyten oder erlaubt zwel parallele Assays fOr denselben Analyten, wobd in 

35 jedem Fail nur eine einzige Probe ben5tigt wird. 

In Bezugnahme auf Rg. 4 ist eine Assayvorrichtung, wie sic in Fig. 2 dargestellt ist, von einem Gchausc 222 
umgeben. Das GehSuse 222 weist eine Offnung 224 auf, die sich direkt Qber dem Reservepolster 210 befindet und 
weist aufierdem ein Klarsichtf enster 226 auf, das sich direkt Qber der Testanzeigezone 218 und der TestkontroD- 
anzeigezone 228 befindet Das Fenster 226 kann eine einfache Offnung sein, kann aber auch aus einem durchsich- 

40 tigen Material bestehen, das die Zonen 218 und 228 schQtzt, aber zugleich Einsicht gewahrt Die flQssige Probe 
wird durch die Offiiung 224 gegeben und vom Reservepolster 210 absorbiert Sie wandert dann durch das erste 
Fiiterelement 212, das geeignete, markierte Reagenzien enthait, wandert durch das zweite Fiiterelement 214, wo 
alle unerwQnschten Substanzen aus der Probe zurflckgehalten werden und schliefilich auf die Membran mit 
Dochtwirkung 216, wo der markierte Analyt - falls vorhanden - an die Testanzeigezone 2t8 bindet Die 

45 ungebundenen. markierten Reagenzien binden an die Testkontrollanzeigezone 22a Beide Anzelgezonen 218 
und 228 kdnnen durch das Fenister 226 betrachtet werden. 

In Bezugnahme auf Fig. 5 wird GrundgerOst 320, das aus feuchdgkeitsunempnndlichem Material wie ICunst* 
sioff hergestellt ist, durch Unterteiler 322 in eine Vielzahl von gleichen SegmentenSI 1A,31 1B,31 1C,3i1D» 31 IE 
und 311F eingeteilt Jcdcs Segment enthait ein erstes Fiiterelement 312, ein zweites Fdterelement 314 und eine 

so Membran mit Dochtwirkung 316, wobei alle auf dem GrundgerOst 320 zwischen den Unterteilern 322 angeord- 
net sind. Dassclbe oder verschiedene Reagenzien kdnnen auf jedes erste Fiiterelement 312 aufgetragen werden. 
was entweder Parallelassays in Bezug auf denselben Analyten, oder cine Vielzahl von verschiedenen Assays in 
Bezug auf dieselbe Probe erlaubt Jede Membran mit Dochtwirkung 316 enthait eine immobilisierte SubsUnz, 
die auf die defmierte Testanzeigezone 318 aufgebracht wird und zum Reagenz im ersten Fiiterelement paBt,das 

55 mit dessen entsjprechender Membran mit Dochtwirkung verbunden ist Das gemeinsame Reservepolster 310, auf 
dem sich die Probe beflndet, ist in Bezug aiif die Segmente im Zehtrum angeordnet 

Im Gebrauch flieDt eine auf dem Reservepolster 310 berindliche flQsstge Probe gletchzeitig durdi das erste 
Fiiterelement 312. wo der Zielanaiyt - falls vorhanden - an markierte Antikdrper bindet Die Probe flieBi dann 
durch das zweite Fiiterelement 314 und auf die Membranen mil Dochtwirkung 316, wo markierte 2Lielanalyten 

€0 - falls vorhanden * an die cntsprechende immobilisierte Substanz auf der Testanzeigezone 318 binden, womit 
ein mit dem Auge sichtbar nachweisbares Signal erzeugt wird. 

Die AusfChrungsform aus Fig. 6 kann fOr "Immunostatus- Assays" verwendet werden. Eine Rg. 2 cntsprechen- 
de Assayvorrichtung ist in eine HQlle 522 eingeschlossen. Die HQlle 522 weist einc erste Offnung 524 auf, die sich 
direkt Qber dem Reservepolster 510 befindet, weist eine zweite Offnung 530 auf, die sich direkt Qber dem zweiten 

65 Fiiterelement befindet. und weist ein Klarsichtf enster 526 auf, das sich direkt flber der Testanzeigezone 5 1 8 und 
der Testkontrollanzeigezone 528 beflndet 

Das Fenster 526 kann einc einfache Offnung, kann aber auch aus einem Material sein, das die 2^nen 518 und 
528 schOizt, aber dennodi Einblick gewahrt Im Gebrauch wird eine Probe <z. B. ein Serum) direkt durch die 
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zweite Offnung 530 auf das zweite Filterelement 514 gegeben. Auf das Reservepolster 510 wird dann durch dte 
erste Offnung 524 eine Pufferlosung gegeben; die Losung flieOl durch das ersie Ftiterelement 512, wo markierte 
Reagenzien gebildet werden. Die Losung und die Reagenzien wandern durch das zweite Filterelement 'SIS, wo 
Zielanalyten - falls vorhanden - an die markienen Reagenzien binden, und schlieQIich auf die Membran mit 
Dochtwirkung 516. Falls der markierte Analyt vorhanden ist, bindet er dort an die Testanzeigezone 516 und $ 
erzeugt ein mitdem Auge sichtbar nachweisbares Signal. Die ungebundenen, markierten .Reagenzien binden an 
die Testkonuollanzeigezone 528. Beide Anzeigezonen 518 und 528 kdnnen durch das Fenster 526 betrachtet 
werden. 

Bel alien AusfQhrungsformen grenzen die Fiherelemente und Polster aneinander, bzw. Oberlappen sich, urn die 
FluOrichtung der Probe Qber die Berfihningsstellen vorzubestimmen. Es hat sich als vorteilhaf i erwiesen, wenn lo 
die Membran mit Dochtwirkung ein groBes FlSche-Dicke-VerhSltnis aufweist, wogegen das Filterelement, das 
daran angrenzt, ein verhSltnismaQig kleines Fllche-Dicke-Verhlltnis aufweisen sollte. Es ist daher von Vorteil 
das angrenzende Filterelement mit der Membran mit Dochtwirkung zu Oberlappen, damit eine ausreichende 
BerOhrung gew&hrleistet ist 

Man kann eine — im Vergleich zu alteren Assays vom Migrationsiyp - Erhdhung der Empfindlichkeil is 
erreichen, indem wenigstens ein Filterelement vor der Testanzeigezone angeordnet wird Das Filter, das vor- 
zugsweise so behandelt wurde, daB jegliche anhaftende Hydrophobizitit verringert wird, fangt unerwunschte 
Komponenten aus der flQssigen Probe ab und liBt den markierten Analyten ungehindert durchflieBen. Daher 
bindet eine verhSltnismSBig groBe Menge Analyt an die Testanzeigezone, wodurch sidierere Testeif ebnisse 
erhalten werden. 20 

Darflber hinaus kann das zweite Filterelement als ein kontrolliertes System zur Lyse von Zellen fuiigier^ 
.indem eine Membran mit enisprechender Struktur und PorengrdBe ausgewfthlt winL^ ist es beispielsweise in 
einem Immunostatus-Assay" fOr eine Probe aus Vollblut von Vorteil ein zweites Filterelement zu w&hlei\ das 
die Unversehrtheit der Vollblutzellen gewahrleistet, wfihrend Serum durch sie hindurchflieBL Dies verhindert, 
daB sich die Verfirbung, die bei Blutzellenlyse auftritt, auf die Tesunzeigezone ausbreitet zs 

Wenn die Vorrichtung dazu benutzt wird, einen "Immunstatus- Assay* durchzufflhren, kann dieses zusfltzliche 
Filterelement auch dazu dienen, die Probe direkt aufzunehmen. Im allgemeinen werden sblche Assays mit 
Proben aus Vollblut oder Serum durchgefOhrt, die direkt auf das Filter gegeben werden. AnschlieBend wird eine 
Pufferldsung auf das Reservepolster aufgetragen. Typische Pufferldsungen sind unter anderemeine Phosphat- 
pufferldsung, physiologische Kochsalz L6sung» Tris-HCl und Wasser. Beispiele TOr Antik6r|i»er, die auf diese 30 
Weise nachgewiesen werden kdnnen, sind unter anderem solche, die in Zusammenhang mit AIDS, Rdteln, 
Hepatitis und Lymphozyt-Erkrankungen stehen. 

Eine andere Fehlerquelle, die die Testempfindlichkeit verschlechtert, nSmlich das Oberschwemmen mit Probe, 
wird auch dadurch vermieden. dafi sich das Reservepolster auf der Vorrichtung befindeL Das Reservepolster 
kann nSmlich einen GroDteil der Probe spetchem, die dann durch die Vorrichtung hindiirch dosiert wild, was ein 35 
Ergebnis der wirksamen Bertihrungsstellen zwischen den folgeiiden Zonen ist Dteser Aspekt der Erfihdung 
macht sie beispielsweise besonders fOr Laien geeignet, die die Vorrichtung einfach in einen Urinstrom halten 
kdnnen, ohne eine bestimmte Menge der Probe;, die der Vorrichtung verabretdit werden soli, abmessen zu 
mOssen. 

Das Reservepolster, das erste Filterelement, das zweite Filterelement und die Membran mit Dochtwirkung 40 
kdnnen aus alien mdglichen Filtermaterialien hergestellt werden. Typische Filtermateriallen fOr Reservepolster 
sind unter anderem Materialien, die niedermblekulare Protelne zu binden vermdgen, wie r B. Zelhilose, Poly- 
ester, Polyurethane und Fiberglas mit einer PorengrdBe von 0,45 -^(im. Typische Materialien fOr das -erste 
Ftiterelement sind unter anderem Zellulosemateriallen (z. E Whatman Papier ET31) oder Fiberglas niit dner 
PorengrdBe von 0,45 -60 |im. Typische Materialien fQr das zweite Filterelement sind hydrophile Materialiea die 4s 
unter anderem Polyurethane, Polyacetat, Zellulose, Fiberglas und Nylon mit einer PorengrdBe von 0^45 -i60 |un 
sein kdnnen, sind aber nicht darauf beschrSnkt Typische Materialien fOr die Membran mit Dochtwirkung sind 
unter anderem Nylon, Zellulose, ein Polysulfon, Polyvinylidendifluorid, Zeliuloseacetat, ein Polyurethan, Fiber- 
glas und Nitrozellulose. 

Die gesamte Anordnung aus Polstem und Membranen ist auf einem festen Material befestigt, das als Un terla- 50 
ge dient und ermdglicht, daB die Vorrichtung ein Ganzes ist Diese Unterlage kann aus einer dOnnen Platte aus 
Glas oder Kunststoff sein, die auf eine passende GrdBe zugeschnitten wird. damit alle Testbestandteile darauf 
Platz haben, w&hrend sie auch dem Assay* AnwenderAnnehmlichkeit bietet 

Eine andere AusfOhrungsform der voriiegenden Erfindung eriaubt den Nachweis von vielen Analyten in einer 
einzigen flQssigen Probe, indem sich auf der Vorrichtung mehr als ein Typ von markierten Reagenzien und 55 
dieselbe Zahl an verschiedenen, immobillsierten Reagenzien befindea Die Vorrichtung kann unidirektional 
betrieben werden, indem eine Vielzahl markierter Reagenzien, woniit ein erstes Filterelement getr&nkt wird, und 
eine Vielzahl enisprechender, immobilisierter Subsianzen verwendei wird, die auf mehreren Testanzeigezpnen 
auf der Membran mit Dochtwirkung definiert sind. Bei der bidirektionalen oder multidirektionalen AusfBhrtings- 
form sind mehr als ein Satz an Komponenten, wie das erste Fiherelement, das zweite Filterelement und die 60 
Membran mit Dochtwirkung, mit einer gemeinsamen Reservoir- Vorrichtung verbundeh. 

Die Reagenzien auf dem ersten Filterelement sind in jedem Fall auf das Element hinauf oder in das Element 
hinein gegeben und getrocknet oder gefriergetrocknet worden, urn sie Ober den Kontakt mit einer flussigen 
Probe wieder zu aktivieren* Andere Reagenzien, die die SpezifltSt oder die Menge von gebildeten undgebunde- 
nen Ligand-Rezeptor-Komplexen erhdhen kdnnen und damit die Emprindlichkeit der Testvorriditung steigem as 
kdnnen, kdnnen sich auch auf dem Ulterpolster oder aber auf dem ersten von zwei Filterpolstem, die auchiidtti 
Reagenz enthatlen, beflnden. Diese Hilfsreagenzien sind unter anderem Puffer, Oetergenaiien und AntikQagitlan- 
zien. 
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Dadurch, daB cine zosStzliche Tcstaittcigezonc, die an die crste Zone angrenzt und entfemt vom zweitcn 
Filterelement angeordnel isi. auf der Membran mil Dochtwlrkung zur Kontrolle eingcrichiet Isl, stellt die 
Tesivorrichtung ein internes Kontrollorgan dar. das anzeigt, ob die flttssige Probe durch die ganze Vorrichlung 
hindurch gewanderi ist Die Testkontrollanzeigezonen enihallcn im allgeroeincn immobilisiertc Antikdrpcr (wic 
5 Anti-Immunoglobuline) f Gr die markiertcn Reagcnzien. die zum Analytcn hinzugegeben wurden, oder aber auf 
das erste Filterelement gegeben wurden. In Bezugnahme auf die Ausfuhrungsform der Fig, 2 wandcri bcispids- 
weise eine flflssige Probe durch das erste Filterelement. wo sie das markicrle Rcagenz wiedcr akaviert und es 
zur Membran mit Dochtwirkung tr§gL Das markierte Reagenz. das nicht an den Ziclanalyicn gebunden hat, 
bindet an die Testkontrollanzeigezone, wo es eine mit dem Auge sichibar nachweisbarc Anzcige erzcugt. wann 

10 der Test bcendet ist ■ . . 

Die gesamic Testvorrichtung, ob sie nun unidirektional. bidirekuonaJ oder multidirektional konstruiert ist, 
kann von cincm flQssigkeite-undurchlassigen Kunststoff umhQiIl sein. Diese HOlle hai normalerweise fiber dem 
Reservoirfiltcr eine Offnung.damii Probe aufgcgebcn werden kana Die ganze HOlle kann transparent sein, oder 
aber nur der Tcil Ober der Analyt-Nachweiszone ist durchsichtig, urn das Assayergebnis beobachten zu kOnnen. 
IS Die Vorrichtungcn, die von Kunststoff umhQlIt sind, sind besonders geeignet und angenehm fOr die Anwendung 
in Heimdlagnosiik- Kits, aber es kflnnen auch andcre Materialien wie behandcltcs Papier verwcndet warden. 

ZusSizlich kann die obere Obernfiche, die die Offnung umgibt, nach unten sich ausdehnend gebogen sein, so 
dafl ein schalengleiches AufnahmegefaB gebildet wird. das an eincm Teil des Reservepolsters cndct und fest mit 
ihm verbundcn isL Dadurch kann die Menge an Probe, die in die Vorrichtung gegeben wird, dosiert werden, und 
20 die Probe kann keine Bestandleile der Vorrichtung umgehen. 

Die vorliegende Erfindung kann in Assays sowohl vom Konkurrenztyp als auch vora Sandwichtyp eingesetzt 
werden. Bei Assays vom Konkurrenztyp wird ein zusaizliches, markicrtcs Antigen (das dassclbe wie das 
Zielantigen ist) entweder gctrennt oder als Teil des ersten FiUerelements aufgctragen. Dieses markierte AJitigen 
konkurriert mil dem Probenantigen um die Bindung an die Nachweiszone. 
25 Die Diagnostikvorrichtungen und Diagnosiikmethoden. die in der vorliegenden Erfindung beschrieben wer- 
den. kSnhen bei alien Ligand-Rezeptor-Rcaktionen eingesetzt werden und sind besonders fflr solche Rcaktionen 
geeignet, die immundiemisch aktive Komponcnten wie AntikSrper, Antigcnc und Hapicne beinhalten. In 
sok:hen Assays, bei denen der Nachweis von Ugand-bindenden MolekOlen, wie Aniigcne oder Hapiene, ge- 
wflnscht wild, ist sowohl das markierte Reagenz als auch die auf der Testanzeigezone immobiHsiertc Substwiz 
30 ein MoIekQl das Uganden binden kana Im spezielleren FaB, wenn die Ugandcn Antigene sind, ist sowohl das 
markierte Reagenz als auch das immobilisierte Reagenz ein Antikdrper. . ^ « j 

Die Antikdrper kdnnen sowohl monoklonal als auch polyklonal sein; dcren Herstellungsverfahren sind Stond 
der Technik. Bevorzugterweise verwendet man auf dem ersten Rlterelement markierte monoktonate A.n^r- 
per und auf der Testanzeigezone polyklonale Antikdrper, um maximale Anbindungzu erreichen Es kann jedoch 
35 jede Kombination aus monoklonaien und polyklonalen Antikdrpem verwendet werden. Im Falle von Hcimtats 
zum Test auf Schwangerschafi und zur Vorhersage eines Eisprungs werden Antikdrper gegcn menschliches 
Choriogonatropin bzw. gegen Gelbkdrperbildungshormone hergcstellt und auf die Vorrichtung aufgcbracht 

Bei solchcn Beispielen, bei denen der Nachweis von Ligand-bindenden MolekQIen wie von Antilc6rpern 
gewfinscht wird. wird markieries Anti-Human-Immunoglobulin G aus MSusen als Reagenz eingesetzt, das, wie 
40 oben angef flhrt wurde. auf das erste Filterelement gegeben werden kann, und das Antigen, das spezifisch f Or den 
Zielaniikarper ist, wird auf der Testanzeigezone immobilisicrt Jedes natflrliche oder synthetische Antigen kann 
eingesetzt werden, genauso wie Polypeptidketten,die Antigenaktlvit&t aufweisea Beispiele fOr Antigene, die auf 
der Vorrichtung immobilisicrt werden kdnnen. stehen unter anderem im Zusammenhang mit Rdteln. Lympho- 
zyt-Erkrankungen, AIDS, Hepatitis, Toxoplasmosc, dem Zytomegalievlrus und dem Epstein Barr Virus. 

In Tests, wo m eincr cinzelncn Probe der glefchzeitige Nachweis von mehr als einera Antik6rper geWOnscht 
wird. da das gleiche maricierte Anti-Human-lmmunoglobulin (Reagenz) aflc menschlichen Antikdrper, die ui der 
Probe vorhanden sind. erkennt und bindet, ist es nur notwendig, Antigene fOr jeden Zielantikdrpcr auf yerschie- 
deneAnzeigezonen auf der Membran mit IDochtwirungzugeben. . . . , ^ . . j 

Die auf der Vorrichtung eingesetzten Marker kdnnen entweder direkt oder indirckt sem. Direkte Marker smd 
deshalb bevorzugt. da sie keine zusStzIichen Schritie erforderlich machen, um Testergebnissc stchtbar zu 
machen. Beispiele f Or direkte Marker sind unter anderem Meiallsole. Farbstoffsole, Latexpartikel, Farbirtdikato- 
ren, farbige Stoffe. die sich in Liposomcn beRnden, und Nichtmctallsole wie ein Kohlehstoffsol 

In einem weiteren Aspekt beu-ifft die Erfindung cinen immunchemisch aktivcn Marker, der besonders for die 
Anwendung in der oben angefOhrien Vorrichtung geeignet ist. aber auch in andcrcn immunchemisch cn Test 
55 verwendet werden kann. und im besonderen einen immunchemisch akiiven Marker, bei dem ein inmunologisch 
aktWer Ligand oder Ugand-bindendc Molekflle direkt oder indirekt auf die OberflSchc von feinen Kohlcnstoff- 
staubpartikeln gebunden werden. . , . j v t o 

Der immunologisch akilvc Marker kann schematisch bcschneben werden als C«*Loder C-X :U wot>ei C 
der feine Kohlenstoffstaubpartikel ist. cine adsorbiwc Bindung repriisentiert. L one Komponente isi. die 
60 eine Ligandeinheit oder eine Ugand-bindendc Einheit darstcUl, X ein Bindungsagcns ist und erne kovalente 
Bindung reprfisenticrt ^. . . , .. . ... ntn 

L kann aus lediglich der Ligandeinheit oder der Ugand-bindenden Einheit bcstehcn, wobci sie in dieserWnen 
direkt auf den Kohlensioff adsorbiert wird. Aitemativ kann die Ugandeinheit oder Ugand-bindendc Bnhetl 
entweder kovalent oder immunologisch (hier ausgedrOckt durch an ein BrOckenglicd gebunden sein. Zum 
6S Beispiel kann die Ugandeinheit oder Ugand-bindcnde Einheit kovalent an ein Kupplungsagens - wieOlutaral- 
dehyd - gebunden sein. das selber kovalent an ein Proicinbrflckenglied - wie Rinderserumalbumin (BSA) - 
gebunden ist, das wiederum auf dem Kohlcnstoff adsorbiert ist Glelchfalls kann Avidin oder Streptoavidin fiber 
Biotin an das UgandmolekOl oder Ugand-bindcnde MolckOl gebunden sein. und das Avidin oder Sire|>toavidm 
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auf den Kohlenstoffpartikein adsorbiert sein. Aliernativ wird ein Primar-Antikdrper, der als Ligandcinheit oder 
Ligand*btndende Einheit dient, immunologisch an einen Sekund^r-Antikdrper gebunden, und derSekundfir-An- 
tikdrper ist auf die Kohlenstoffpartikel adsorbiert Typische Strukturen der C-^ L-AusfQhrung beinhalten daher: 

C-~(IJgand)^ 

C - (Ligand-bindendes MolekQl)^ 
C-*(Protein : X : Ligand)^ 
C~ (Protein : X : Ligand-bindendes Molekai), 
C-(2- Ak»)*1 . Ak')),und 
C-CProteitt : X : 2 • Ak^)* I . Ak% 

I) Anmerkungdes Obersetzers: 

1 • Ak-Primfir-Antikdrper 

2 • Ak«>Sekundar-Antik5rper 

In einer zweiten AusfGhrungsform wird ein BrUckenagens Y sowohl auf den Kohlenstoffpartikel adsorbiert als 
auch kovalent an die Ligandeinheit oder Ligand-bindende Einheit gebunden» um einen Marker mit dem allge- 
meinen Formelausdruck C-^Y :L zu bildea Das BrOckenagens Y kann — wie unten vollstfindiger diskutiert 
wird — esne einzelne molekulare Spezies Y' sein oder kann eine Zusammensetzung sein, wie BrOcken- 
agens : Protein : BrOckenagens: 

C-Y':(UgandX 

C-^ Y':(Ligand-bindendes Molekttl), 

C Y': Protein : X : (LigandVund 

C ~ Y': Protein : X : (Ligand-bindendes MolekOQi 

£s soil angemerkt werden. daO der prinzipielle Unterschied zwischen den beiden AusfUhningsformen der ist. 
daO in der ersten AusfGhrungsform ein Ligand, ein Ligand-bindendes MoIekOI oder Protein (wie ein Anttkdrper. 
Rinderserumalbumin oder Avidin) auf Kohlenstoffpartikeln adsorbiert sind, wogegen in der zweiten Aui^h* 
rungsform eine Verbindung einer speziellen Klasse organischer Verbindungen,das als BrOckenagens dieHf^kuf 
den Kohlenstoffpartikeln adsorbiert ist und kovalent an einen Ligandcn, an ein 14gand-bindendes MolekWl^Kiier 
ein Protein gebunden Ist 

Die oben erw§hnten Kohlenstoffsole kdnnen durch eine Vielzahl von Verfahren her^^teUt weiden. Der 
Ligand und die Ugand-bindenden MolekOle kdnnen einfach zu einer Suspenaon der Kohlenstoffpartikel t^ege- 
ben werden. um Strukturen der Art C*^ (Ligand) und C'^(Ligand-bindendes MolekOQ zu bilden. In Beispielea 
bei denen der Ligand oder das Ligand-bindende MolekQI indirekt gebunden sind, kann die gesamte Nicht-Koh* 
lenstoffparUkel-Stniktur - wie (Protein : X : Ugand), (Protein : X : Ligand-blndendes MolekQI), 
(2 . Ab* I • Ab) Oder (Protein : X : 2 • Ab* 1 • Ab) - hergestellt und dann zu einer Suspension der Kohlen- 
stoffpartikel zur Adsorbtion gegeben werdea Alternativ kann ein Endteil der Nicht-Kohlenstoffpartikel-Struk- 
tur zuerst an die Kohlenstoffpartikel adsorbiert werden, und der Rest der Nicht-Kohlenstoffpartikel-Struktur 
kann dann chemisch eingefQhrt werdea Zum Beispiel kann ein Protein — wie Rinderserumalbumia Avidin Oder 
Streptoavidin — auf den Kohlenstoffpartikeln adsorbiert und dann an den Liganden oder das Ligand-bindende 
MolekQI gebunden werdea indem zum Beispiel Glutaraldehyd fOr Rinderserumalbumin oder Biotin fflr Avidin 
Oder SU'eptoavidin verwendet wird. 

Auf &hniiche Weise kann ein 2 1 Antikdrper auf den Kohlenstoffpartikeln adsorbiert werden und ein 1 ♦ Anti- 
kdrper dann immunologisch angegliedert werdea 

BrQckenreagenzien Y'» die fOr kovalent-bindende Liganden und Ligand-bmdende MolekOle, wie Haptene, 
Antigene oder Antik6rper, oder fOr kovalent-bindende ProteinbrOckengruppen^eeignet sind, sind unter amte* 
rem Immide, Azide, Isothiocyanate, Imidoester und Dialdehyde wie z. B. MaMmidL Succinimid, Phenylazid, 
GlutaraMehydt N-Hydroxysucdnimidoester, Pheny!isothk>cyanat 4,4'-Diisothio^nostilben-2,2'-disulfonsiiure, 
4-NJ4-DimethylaminazobenzoM'-1sothiocyanat, Flourescein-lsothbcyanat, Rhodaminisothio^anat oder fthnii* 
che. 

Wie im Fade der ersten AusfGhrungsform kann die gesamte Nicht-Kohlenstoffpartikel-Struktur, die durch 
Reaktlon des Liganden (oder des Ugand-bindenden MolekQlsX eines jeden BrOckenproteins und eines jeden 
BrQckenagens hergestellt wird, auf der Oberfl&che des feinen Kohtenstoffstaubpartikels adsorbiert werdea 
Alternativ kann das BrGckenreagenz zuerst allein auf dem feinen Kofalenstoffstaubpartikel adsorbiert werden 
und dann kovalent an den Ligandea das Ligand-bindende MolekQI und/oder das BrOckenprotein gebui|den 
werdea 

In jedem der obtgen Verfahren ist es im allgemeinen wQnschenswert. einen Suspensions-Hilfsstoff, wie ziim 
Beispiel ein Polyalkylenglykol oder ein Polysaccharide zur waOngen Suspension der feinen Kohlenstoffstaubpar- 
tikel zu gebea Wie unten ersichtlich wird, werden nach der Bindung des immunok)gisch aktiven L^anden oder 
des Ligand-bindenden MolekOls an die feinen Kohlenstoffstaubpartikel Shnliche Substanzen als Schutza^ens 
hinzugefOgt Die Menge, die auf dieser Stufe zugegeben wird, ist daher relativ Mem, im allgemeinen nur soeroO, 
daD sie ausreicht, um in der Susi^ension der Kohlenstoffpartikel wirksam zu werdea 

Das Blndungsreagenz laOt man dann — entweder gleichzeitig oder hintereinahder - sowohl 

(i) mit dem immunologisch aktiven Liganden oder mit den Ligand-faindenden MolekOlen kovalent reagiecea 
alsauch 
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(ii) auf feine Kohlenstoffsuubpartikeln adsorbieren. 

Da es von dem speziellen BrOckenreagenz abhangt, wird die Bindungsrcakiion im allgcmcinen Obcr mehrcrc 
StundenbeipH-Wertenvonungefahr7,Obisungcfahr9^durchgcfQhrt 

Eine Viclzahl von im Handel crhSltKchcn fcinen Kohlensloffstaubpartikcl-Malcnalicn kann verwcndet wcr- 
den. wie z. B. Monarch 1 000. 1 20, odcr 880. Vulcan XC72 odcr Xa2K oder Regal 250R odcr 500R. Die Bgnung 
jeder speziellen Quelle kann leicht bestimmi werden, indem das Material in cinem Puffer homogenisiert und die 
optische Dichte gemessen wird. ^ . , . i i « 

Der feine Kohlenstoffsiaubpartikcl mit dem Liganden oder dem Ligand-bindenden Molekfil - die kovalent 
Oder passiv gebunden sind - wird bevorzugt mil einem Polyalkylenglykol oder einem Polysaccharid-Schutt- 
agens behandelt, um die HydrophobiziiSt zu minimieren und die Fahigkcit zur Dispersion zu maximieren. 
Gceignete Maierialien fttr einen derartigen Oberzug sind Polyethylenglykole, die cin Molckulargewicht von 
ungcfahr 100 bis unge^hr 20 000 - bevorzugt von ungefahr 5000 bis ungcfahr 12 000 - aufweisen. und 
Scbutz-Polysaccharidc wie Dextran, die ein Molekulargewicht von ungefahr 10 000 bts ungefahr 500 000 - 
bevorzugt von ungefahr 10 000 bis ungefahr 50 000 - aufweiscn. Dieser Oberzug kann leicht dadurch crreicht 
werden. daB der gebundene Kohlenstoffstaub mit einer 05% bis 5% - bezflglich GewichtA^oIumen - waOn- 
genUsungdesPolyethylcnglykoIsodcrDextransinKontaktgebrachtwirtL . » . u 

In einer weiieren AusfChrungsform wird der immunologisch aktive Marker mit wenigstens cmem biotogisch 
veru-aglichen ionischen oder nichi-ionischen Tensid, wie mit einem langkettigen Alkyltrimcthylammoniuin-Safc 
Natriumdeoxicholat, Tritons. Twcens. usw. in cinem Konzentrationsbcreich von ungefahr 0^1 bis ungefahr 0^% 
behandelt Nach jeder solchen Behandlung, von denen es mehrcre mit demselben odcr mit verschiedenenTVpen 
von Detergenzien geben kann, wird der immunologisch aktive Marker gewaschcn. um flberschOssigcs Deter- 

genz zu entfemen. * . ^. j r. i w 

Der erhaltene immunologisch aktive Marker kann dann in ein waBnges Medium suspendiert werden. Solche 
waBrigcn'Suspcnsionen des immunologisch aktivcn Markers sind besonders geeignet zur Herstellung von 
Immunoassayvorrichlungen, sowohl von solchen der vorlicgenden Erfmdung als auch von solchen anderer 
Aufbauarten. Die wSBrige Suspension beinhaltet bevorzugt wenigstens einen Puffer, um einen plC« zu crhaltcn, 
bei dem der markierte immunologisch aktive Ugand oder das Ugand-bindende Molekfll stabil ist; zuro Bcispicl 
innerhalb des Bereichs von ungefahr 6 bis ungefahr 9 und bevorzugt von ungefahr M bis ungefihr Hfi. 
Die folgenden Beispiele sollen die vorliegende Erfindung wciter verdeutlichen. 

Verfahren zur Bestimmung der Empfmdlichkeit 

Die Emprindlichkeiten werden in den folgenden Beispielcn besiimmt, indem Standardldsungen hcrgcstcHt 
werden, die menschliches aoriogonatropin in Konzentratbnen von 25 mlU/nA 50 mlU/ml 75mIU/mI una 
too mlU/ml enihalten. Die Proben (0,15 bis 0.20 mJ)des Standards werden auf die Testvomchtung gegcten tind 
die Empfmdlichkeit bestimmt, indem die Fahigkeh der Vorrichtung gcnutzt wird. eine gegebcnc Konzenrauon 
an menschlichem Choriogonatropin nachaiwtisen. 

Beisptel 1 

A) Herstellung des Markers 

Goldsolpartikel werden in 750 ml destilliericm Wasser aufgeldst. das dann zum Sieden gebrachl Hydro- 
Boldsaure (70 bis 75 mg) wird zugegcben und das Sieden wird fOnf Minuien fortgesetzt Natnumatrat (80 mg), 
das in 10 ml desiilliertcm Wasser aufgcl6st ist. wird in die Goldl6sung gegossen und die Ldsung weiiere fOnf 
Minuten gckocht Nachdem man die L6sung auf Raumtcmpcratur abkOhlen liefl, wird dcren pH-Wcrt an emen 
Bereich angepaOt. der nahe dem isoelektrischen Punkt (besiimmt dutch Gel-Elcktrophorese) des monok onalcn 
AntikOrpers ist, der gegen menschliches Oioriogonatropin-Hormon hergestellt wurdc. 20 mg des monoWonalcn 
Antikdrpers werden zur L6sung gegcben. die zwei Stunden bei Raumtemperatur gerfibrt wird 750 mg Rindcrsc- 
rumalbumin werden zugegeben und die Usung wird ununtcrbrochen ungefahr 12 Stunden bei Raumtemperatur 
gerOhrt. Das Adduki aus kolloidalem Gold und monoklonalem Antikdrper wird durch 20minatigc Zentnfugation 
bet lOOOOUpm (Umdrehungcn pro Minute) in einem GSA-Rolor erhaUen, indem der Oberstand verworfen 
wird und das erhaltene Pellet in 30 ml cinprozentigem Rinderserumalbumin in einer Phosphatpuff ^ldsung (pH 
7 4) suspendicrt wird Die Suspension wird dann bei 16 000 Upm 15 Minuten lang in emcm SorvallSS-34- Rotor 
zentrifugierL Wieder wird der Obcrstand verworfen und das Pellet in 15 ml einprozentigcm Rmderserurnalbu. 
min suspcndierL Nach einer kurzen Beschallung wird die Suspension durch ein 0^ iimUlter gefiltcrt 

B) Herstellung der Vorrichtung 

Ein Muster einer voraktiviertcn Nylonmembran<Pall Immunodyn) mit einer PorcngrdOe von 5 jim wird auf 
eine GrdBe von 180 mm x 25 mm geschniiten und als die Membran mit Dochtwirkung an den untcren Rand 
einer dflnnen Plastikplatte (100 mm x 180 mm) bcfestigt Eine Testanzeigezone mit immobilisierten AnukOr* 
pern wird auf der Membran besiimmt, indem 36 (d einer L6sung aus 3 mg/ml Anti-Human-Chonogonatropm- 
Antik6rper aus Schafcn in 0,1 molarem Natriumphosphatpuffer (pH 7^) und Sprozentiger Saccharose auf erne 
Linie gcspruht werden. die ungefahr l^cm vom unteren Rand entfernt ist. indem cin Camag Unotnat IV 
verwendet wird Nachdem Besprflhen wird die Membran 30 Minuten lang bei 37*C^ctrocknct und dann mit 
einer Ldsung aus 2prozentiger. fettfreier, trockener Milch<Carnation) und 2prozentiger'Saccbarose in OJmola- 
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rem Natriumphosphaipuffer behandelt Die Membran wird dann mit 2pro2entiger Saccharose in O.lmolarem 
Nairiumphosphat gcwaschen und wird dann bei Raumtcmpcratur ungefahr 12 Stunden zur weiteren Trocknung 
stehengclassen. Das Gnindgerflst und die Membran mit Dochtwirkung kdnnen in cincm Exsikkator bis zur 
weiteren Behandlungaufbcwahnwcrdea . ^ r 

Zwei Zellulosemembrancn (Whatman FBI) werden mit cincr L6sung aus aimolarem Natnumphosphatpuf- 
fer (pH 7,4). 0,1 % Rindcrserumalbumin, 0,5% fettfrcier, trockener Milch, 2% Saccharose und OftS^ Natriumarid 
vorbehandelt und dann 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubicrt 

Das zweite Filterlement und ein Reservcpolsier werden hergestcllt. indem zwei vorbehandette Zellulosemem- 
branen in einem Vakuumexsikkator eine Stunde bei Raumtcmpcratur getrocknel werden. 

Das erste Fiiterelement wird hergesteHt. indem ein rechtcckiges Stuck ciner ZeHulosemembran (Schleicher & 
SchueH), das 5 mm X 180 mm miSt. bei Raumtcmpcratur 30 Minuten lang in ciner Losung aus Addukl aus 
kolloidalcm Gold und monoklonalem Anti-Human-Choriogonatropin-Antik6rpcr in eincr 0,lmolarcn Natrium- 
phosphatpuffer (pH 7,6) und 5% Saccharose inkubicrt wird. Die Membran wird dann auf eine Glasplattc 
gegeben, bei 36"C unicr konstantem Vakuum in einem Gcfriertrockner warmegetrocknet und trocken in einem 
Exsikkator bis zur Vcrwcndung aufbewahrt 

Das erste Fiiterelement wird angrenzend an das zweite Fiiterelement und das zweite Fiiterelement wird auf 
dem Plastikgrundgerasi angrenzend an die Membran mit Dochtwirkung befestigt SchEieBlich wird das Reserve- 
polster angrenzend an das erste Fiiterelement befestigt Die Plastikplatte wird dann in eine Vielzahl von Streifen 
von 100 mm Unge und 7,5 mm Brcitc geschniiten, so dafi jeder cine lineare Anordnung aus Reservepolster, 
erstcm Fiiterelement, zweitem Fiiterelement und Membran mit Dochtwirkung aufweist 

Bei5pid2 

Dasselbe Verfahren wie in Beispicl IB) wird durchgefOhrt, auBer daB das Material, das fOr die Membran mit 
Dochtwirkung verwendet wird. eine Zellulosemembran (Schleicher & Schuell) isl, die eine Porengr6Be von 
\2\m aufweisL Nach dem Liniensprflhcn mit Antikorpem wird die Membran 24 Stunden m einen Exsikkator 
gegeben, urn maximalc Antik6rper-Membran-Bindung zu gewShrleisten. Die Membran wird dann in einem 
Puffer zur Inhibicrung aus 1% Rindersenimalbumin, 0,5% fcttfreicr, trockener Milch. 5% TYehalose. 0.<»% 
Tween 20 und 0^05% Natriumazid in 0.1molarcm Boratpuffer mit einem pH-Bereich von 8.5 bis 9.0 inkubicrt Die 
inhibierte Membran wird wieder in einem Vakuumexsikkator eine Stunde lang getroduiet und in einem^ewdhn- 
lichen Exsikkator bis zur Verwendung in der Testvorrichiung aufbewahrt 

Beispiel3 

Ein Streifen wird entsprechend dem Verfahren in Bcispiel t B) hergestcllt ... 
Wenn ein Urinsu-om auf das Reservepolster gegcben wird, beginnt nach ungef&hr 3 Minuten ein nachweisba- 
res Signal auf der Assay-Anzeigezone zu erscheinen. Die TestempfmdlkAkcit ist ungef&hr 150 mlU/mL . 

BeispieU 

Ein Streifen wird entsprechend dem Verfahren aus Beispicl IB hergestcllt, wobei das ^rste Fiiterelement und 
das Reservepolster weggelassen werden. Der Streifen wird in ein Rdhrchen mit 100 |il wciblichem Urin^egeben. 
der 10 Koniugal aus kolloidalcm Gold und monoklonalem Anti-Human-Choriogonatropin-AntikOrper auf- 
weist, das in Ubcrcinstimmung mit Beispicl I hergestcllt wurde. wahrcnd die FWssigkdt den Streifen cntlang- 
wandert, erscheiht nach ungeffthr 2 Minuten ein nachweisbares Signal auf der Testanze^gezone, das st&rker wird. 
wenn die FlQssigkeit das Bnde des Streifens (ungefahr 4 Minuten) erreidit hat Die Empfrndlichkeit dieses 
Testverfahiens fOr vorhandenes menschliches Choriogonatropin ist 25 mlU/ml 

BeispielS 

Ein Teststreifen wird iro wcsenllichen in Obereinstimmung mit dem Verfahren in Beispiel IB hergestcllt, auBcr 
daB das erste Fiiterelement mit Anti-Human-Choriogonatropin-Antikfirper behandelt wird. der wie folgt^mar- 
kiert wird Eine lOprozcntigc Suspension (O.l ml) aus im Handel erhaitlichen farbigen Polystyrol-Latexpartikcln. 
die in ihrer OroBe von 0.1 bis 03 jim reichen, wird drcimal mit desiillienem Wasser durch MikrorZentriftigatibn 
(mlcrofugc centrifugation) gcwaschen. Das Endpellei wird in 2 ml aus O.lmolarem Glycinhydrochloridpuffer 
suspendiert, der ! mg Rinderserumalbumin enthalt Nach ungefahr 12 Stunden Inkubation bei Raumtcmpcratur 
auf ciner Rflttelvorrichtung wird die Laiexsuspension drcimal mit O.lmolarem Natriumphosphatpuffer (pH 63) 
gcwaschen. um QberschQssiges Rinderserumalbumin zu entfernen. Die erhaltene^uspension wird mit demsdbcn 
Phosphatpuffer auf 2 ml verdOnnt. und 25% Glutaraldchyd wird hinzugefDgt. umeine Endkonzentraitionydn I9t 
zu errcichen. Die Probe wird drci Stunden lang bei Raumtcmpcratur mkubicrt und noch dreimal mit demsdbcn 
Puffer gcwaschen. 100 jig Anti-Human-Choriogonatropin-Anuk6rpcr werden zu 2 mi der Latexsuspensten 
gegeben und weiterc drci Stunden bei Raumtcmpcratur inkubicrt Glydn wird dann hinzugegeben. lim «nc 
Endkonzcntration von 2% zu errcichen. Nach cincr weiteren Stunde Inkubation wird die Latexsusjpeiision 
dreimal mit demselben Puffer gcwaschen und in dcnselbcn Puffer, der 2% Rinderserumalbumin enthait, suq;)enr 
diert DicSuspension wird kurz heschallt und dann bei 4'C bis zur Verwendung aufbewahrt 


DE 40 37 724 Al 


Beispiel6 

Ein Slreifen wird entsprechend dem Vcrfahrcn aus Beispiel IB hergestellt. wobei das crste Filterclcmenl und 
das Reservepolsier weggelasscn werdcn. Der Teststreifen wird dann in ein Testrahrchen gegeben, das in 100 \d 
weiblichem Urin Sjil Anti-Human-Choriogonatropin-Antlk6rper enth&lt, die in Obercinstimmung mil dem 
Verfahrcn in Beispiel 5 markicrt sind Wahrend die ROssigkeit den Slreifen enilangwandert, crscheini nach 
ungefShr 2 Minutcn cin nachweisbares Signal auf der Testanzeigezone, wobei das Signal intensiver wird, wenn 
die FlOssigkeit das Ende des Streifens erreicht hat (ungefflhr 4 Mtnuten). Die Empfindltchkeit dieses Assay- Ver- 
f ahrens f Or menschliches Choriogonauopin betrflgt 25 mlU/roL 

Beispiel/ 

10 mg Vulcan XC72 Kohlenstoffpartikein werdcn in 2 ml eines 20 mM Trishydrochloridpuffers (pH 63) 
homogcnisiert, der 40 mM Nairiumchlorid und 2% Dextran 9400 cnhait Nach 2 Stunden Inkubation bei 
Raumtemperaiur wird eine L6sung aus 5 mg Fluorescein-Isothiocyanat in 1 ml Trishydrochloridpuffcr zur 
Usung hinzugcfOgt Die Mischung wird kurz beschallt und ungefahr 12 Siunden bei Raumtcmperatur inkubiert 
Nach der Inkubation wcrden 20 ml anO.lmolarem Natriumphosphatpuffcr(pH 73)inO,1molarem Natriumchlo- 
rid zur Kohlensioffidsung hinzugefOgt, die dann bei 4*C bei 15 000 Upm zentrifugicrt wird. Dieser Schrilt wird 
dreimal wiederholl und das resultiercnde Pellet in 20 ml Phosphatpuffer siispendiert Nach kurzer Beschallung 
werden 3 mg eines monoklonalen Antikdrpers gegen menschliches Choriogonairopin zur Suspension gegeben 
und die Mischung 6 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert Das Gemisch wird dann dreimal bei 15000 Upm 
zentrifugicrt, urn nicht-reagierte Antikfirper zu enifemen. Das Endpellet wird in 20 ml O.lmolarem Hcpcs-Puffcr 
(pH 7^) suspendiert. der 1% Rinderserumalbumin, 5% Saccharose, O,lmotarem Natriumchlorid und 0,05% 
Natriumazid cnth&lt Cetyltrimethylammoniumbromid wird hinzugefligi, bis eine Endkonzentration von 0,025% 
erreicht tst Dies lafit man 30 Minuten inkubieren und wird dann bei 15 000 Upm zentriFugiert Das resultierende 
Pellet wird in 20 ml 0,lmolarem Hcpes Puffer (pH 7^) suspcndiert, der 1% Rinderserumalbumin, 5% Saccharo- 
se, 0.1 M Natriumchlorid und 0,05% Natriumaad enthSlt, kurz beschallt, mit Natriumdeoxylat auf eine Endkon- 
zentration von 0,1% verdOnnt, anschlieBend 30 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert und wieder zentri- 
fugicrt Das Pellet wird wieder in 20 ml O.lmolarem Hcpes Puffer (pH 7,5) suspendiert^der 1% Rinderserumalbu- 
min, 5% Saccharose, 0,1 M Natriumchlorid und 0,05% Natriumazid enihalt, und kurz beschallt 

Dieses Kohlenstoffsol wird anstelle von kolloidalem Gold auf das erste Filterelement derTesUlreifen gege- 
ben, die entsprechend dem Beispiel IB hergestellt sind. wobei das Rescrvcpolster weggelassen wird. Die 
Teststreifen werden ungefahr eine Stunde lang in einem Vakuumtrockner getrocknet und bis zur Verwcndung in 
einem Exsikkator bei Raumtemperatur aufbewahrt Urn Tests zum Nachweis von menschlichem Choriogonatro- 
pin Oder GeIbk6rperbildungshormon durchzufQhren, werden lOOjU einer Urinprobe in ein ICulturrbhrchen 
dispensiert und der Streifen wird dann in das Rdhrchen gegeben. Ober den IContakt mit der Urinprobe werden 
die Konjugatc aus Kohlenstoffpartikel und Antikdrpcr sofort geldst und wandem auf die Membran mit Dodit- 
wining zu. Ein positiver Test entspricht einer intensiven Farbe der KohlenstoffruBpartikel. die auf der Anzeige 
konzentriert sind Die Nachweisgrenze betrilgt sowohl fOr Tests zum Nachweis von menschlichefn Choriogona- 
tropin als auch von Gelbkdrperbildungshormon ungef&hr 25 mlU/mL 

Beispiel 8 

Ein Streifen wird entsprechend dem Vcrfahren aus Beispiel IB hergestellt, wobei das erste FUierdcmeiit und 
das Reservepolster weggelassen werden. Der Teststreifen wird darni in ein Testrdhrchen gegeben. das den 
Kohlensioffsol-markierten Antikdrpcr (5 jd) und eine Urinprobe mit menschlichem Choriogonairopin (100|U) 
enthalt, welche grflndlich gemischt werden. Nach ungear einer Minute beginnt ein nacbweisbares Signal zu 
erscheinen. Die Empfindlichkeit dieses Assays wurde zu ungefahr 25 mlU/ml bestlmmt 

Beispiel 9 

Kohlensioffsolreagenzien. die monoklonale Antikdrpcr gegen menschliches Choriogonairopin oder gegen 
Gelbkdrperbildungshormon {5 ^1 pro R6hrchen) tragcn, werden gefriergeuocknet Das ROhrchen kann bis zum 
Einsatz in einem Exsikkator bei Raumtemperatur aufbewahrt werden. 

Urn Assays zum Nachweis von menschlichem Choriogonairopin oder Gelbk6rperbildungshormon durchzu- 
fQhren. werden 100 \i\ einer Urinprobe in einem Kulturrdhrchcn dispergiert. das das getrocknete oder gefrierge- 
trocknete Kohlenstoffsol enthSit Das Kohlenstoffreagenz geht sofort nach IContakt mit einer Urinprobe in 
Lasung. Ein Teststreifen, der wie in Beispiel IB. abcr ohiie das erste Filterelement und ohne das Reservepolster 
hergestellt wurde. und auf den eine Linle aus Ariii-H uman-Choriogonatropin- Antikdrpcr aus Schafen (3 |ig pro 
Streifen) als Anzeige gesprOht wurde. wird dann in das R6hrchen gegeben. Wenn die wandemde Probenml- 
schung die Anzeige erreicht. beginnt eine schwarze Bande zu ersdieincn. falls die Urinprobe menschlrches 
Choriogonatropin oder GelbkOrperbildungshormon enihielt Die Empfindlichkeit der Tests, die das getrocknete 
Oder getriergeu-ocknete Kohlenstoffreagenz verwcnden. ist in bciden Fallen ungefahr 25 mlU/ml Das getrock- 
nete Oder gefriergetrocknete Kohlenstoffreagenz bleibt aktiv und zeigt dteselbe Empfindlichkeit. nachdem es 
Ober ein Jahr bei Raumtemperatur gelagert wurde. 
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Beispiel tO 

Eine Testvorrichtung wurde entsprechend dem Beispiel IB hergestellt, wobei das erste Filtcrelemcnt und das 
Reservepolsier weggelassen^ wurden und 1 mg/ml Anti-Tyroxin-Antik6rper fQr das LiniensprOhen auf der 
Membran mit £)ochtwirung verwendet warden. 

Durch dieZugabe zueinerMischungaus5 (liTyroxin-tragendem Kohlenstoffsol (siehe Beispiel 21) und 100 (il 
Serum (Assay vom Konkurrenztyp) beginnt die Kontrolibande nach ungefShr zwel Minuten zu erscheinen. Bet 
einem Tyroxinniveau (unmarkiert) in der Serumprobe, das hdher als ungefShr €0 ng/ml ist, tritt keine Bandenbil- 
dung auf (eine schwache Bande erscheini bei S9 ng/ml). DemgegenOber sind weniger ais 10 ng/ml an Tyroxin 
erforderlich, um in Abwesenheit von Tyroxin in der Serumprobe eine Bande zu produzieren, die genauso 
intensiv wie die Kontrolibande ist 

Beispiel 1 1 

Eine Testvorrichtung wurde entsprechend dem Beispiel IB hergestellt, wobei das erste Filterelement und das 
Reservepolsier weggelassen wurde und 2 mg/ml eines im Handel erh&ltlichen Lymphozyt-Erkrankung-Antigens 
(OEM Concepts) fur das LiniensprOhen auf der Membran mit Dochtwirkung verwendet wurde. 

Wenn das Reservoir- Ende der Vorrichtung in eine Mischung aus 100 p.! menschlichem Serum und 5^1 
Kohlenstoffpartikel, die mh einem Konjugat aus Fluorescein-Isothiocyanat und Anti-Human-lmmunoglobulin 
G aus Ziegen (siehe Beispiel 21) markiert sind, getaucht wird, erscheint nach ungefflhr 4 Minuten ein nachweisba- 
res Signal falls die Probe seropositiv ist 

Beispiel 12 

Eine Testvorrichtung wird entsprechend Beispiel 11 hergestellt \0\k] menschtiches Serum werden auf das 
zweite Filterelement getupft Die Vorrichtung wird in ein Rdhrchen gegeben, das 100 ^ einer Suspension aus 
Kohlenstoffpartikeln (5 pi) in 20 mM Ethylendiamintetraacetat enthalt, wobei die Kohlenstoffpartikeln mit 
einem Konjugat aus Ruorescein-Isothiocyanat und Anti-Human-lmmunoglobulin G ausZtegen^siehe Beispiel 
21) markiert sind. Ein nachweisbares Signal erscheint nach 5 Minuten, falls die Probe seropositiv ist 

Beispiel 13 

Eine Testvorrichtung wird entsprechend Beispiel 11 hergestellt, auBer daB 2 mg/ml Rdteln-Anttgen (Viral 
Antigens. Inc.) zum LiniensprOhen auf der Membran mit Dochtwirkung verwendet werdea 

Wenn das Reservepolsier mit 100 pi menschlichem Serum und 5 pi Kohlenstoffpartikeln in Kontakt ^ebracht 
wird, die mit einem Konjugat aus Piuorescein-lsothiocyanat und Anti-Human-Immunoglobulin C aus Ziegen 
(siehe Beispiel 21) markiert sind, erscheint nach ungefahr 2 Minuten ein nachweisbares Signal, falls die Probe 
seropositiv ist 

Beispiel 14 

Eine Testvorrichtung wird entsprechend Beispiel 13 hergestellt lOpJ des Serums werden auf das zweite 
Filterelement getupft und die Vorrichtung wird in ein Rdhrchen gegeben, das 100 pi einer 3uspenskin aus 
Kohlenstoffpartikeln in 20 mM Ethylendiamintetraacetat enthalt, wobei die Kohlenstoffpartikel mit einem 
Konjugat aus Piuorescein-lsothiocyanat und Anti-Human-Immunoglobulin G aus Ziegen <siehe Beispiel 21) 
markiert sind. Nach ungef ahr 3 Minuten erscheint ein nachweisbares^ignal, falb die Probe seropositiv ist 

BdspidlS 

Eine Testvorrichtung wird entsprechend Beispiel 1 1 hergestellt und eine zus9tzliche Unie mil Rdteln-AnUgen 
wird ungefahr 7 mm von der Ltnie mil Lymphozyt-Erkrankung- Antigen entfemt und parallel daxugesprOht 

Eine R6teln-seropositive Probe (10 pi) wird auf das zweite Filterelement getupft Die Vorrichtung wird in ein 
Rdhrchen gegeben, das 100 pJ einer Suspension aus Kohlenstoffpartikeln (tO pi) in 20 mM Ethylendiamintetraa- 
cetat enth&lt wobei die Kohlenstoffpartikel mit einem Konjugat aus Piuorescein-lsothiocyanat und Anti-Hu- 
man- Immunoglobulin G aus Ziegen (siehe Beispiel 21) markiert sind. 

Nach ungefahr 5 Minuten erscheint entlang der Unie mit ROteln-Antigen ein nachweisbares^ignaL 

Beispiel 16 

Das Verfahren aus Beispiel 15 wird durchgefQhrt. auQer daB eine Rdteln- und Lymphozyt^krankung-sero- 
positive Probe (20 pi) auf die Membran getupft wird. Nadi ungefflhr '5 Minuten beginnen twei nachweisbare 
Signale zu erscheinen. 

Bteispiell7 

Die Eignung verschiedener Kohlenstoffmaterialien zur Herstellungder Kohlenstoffsole und der Kohlenstoff- 
puffer zum selben Zweck kann leicht durch folgende Techniken bestimmt werden. 
A. Mischungen aus 5 mg verschiedener Kohtenstoffrufle (Monarch lOOQ, Monarch 880, Monarch 120, Regal 
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250R. Regal 500R» Vulcan XC72R und Vulcan XC72. die alle von Cabot erhaitlich sind) und lOOjil aus 2% 
Poiyethylenglykol (6000 bis 8000) werden 5 Minuten geniahlen und mit Phosphaualinepuffer. der 2 mg eines 
monoklonalen Antikflrpers gegen menschliches Choriogonairopin enthaJt. auf 10 nil yerdunnt Nach einer 
kurzen Beschallung zur Dispereion der Kohlenstoffpartikel in der monoklonalen Antikdrperldsung. werden die 
Mischungen 6 Stunden lang bei Raumtemperatur unter RQhren inkubiert Am Ende der Inkubation wird die 
Probe dreimal durch Zentrifugation gewaschen, um jegliche flberschOssigen Antikdrper zu entfernen. Jede 
Zentrifugation wird 20 Minuten lang bei ISOOOUpM durchgefOhrt, wobei 10 ml etner Phosphatpufferldsung 
verwendet werden. Das Endpellet wird in 10 ml einer 3% Phosphatpufferldsung suspendiert und kurz beschatlU 
um vollstfindige Dispersion der Kohlensioffpartikelzu gewahrleisien. 

Fur einen Test zum Nachweis von menschlichem Choriogonatropin werden 20 |il des Kohlenstoffsols und 
200 jil einer Urinprobe dispergierl und in cinem KulturrOhrchen (\0 x 75 mm) grQndlich gemischt Die Mi- 
schung l§Bt man dann in einen Streifen aus Whatman Papier (31 ET) wandern, der 5 mm in der Breite und lOO mm 
in der Hohe miflt, mil Ami -Human-Choriogona tropin- An tikorper aus Schafcn etitlang einer linie besprOht bt, 
und der mit 1% Rinderserumalbumin in einer Phosphatpufferldsung (pH 7,4) inhibiert isL 

Vulcan XC72 ergibt dabei das beste Signal-Rausch-Verhaitnis bei 200 mlU/ml an menschlichem Choriogona- 
tropin. Ahnliche Ergebnisse werden mit Vulcan XC72R erreicht, nur ist das positive Signal etwas schwicher. 

B. 5 mg derselben KohlenstoffruBarten werden durch Homogenisierung in 2 ml eines 20 mM Tris-HCI-Puffers 
(pH 63) suspendiert. der 40 mM Natriumchlorid und 2% (w/v) Dextran 9400 enthflit Nach 2 Stunden Inkubation 
bei Raumtemperatur wird 1 ml einer 3prozentigen L&sung aus Rinderserumalbumin zur homogenlsierten fCoh- 
lenstoffsuspension gegeben. Die Mischung wird kurz beschalh und ungeffihr 12 Stunden lang bei Raumtempera- 
tur weiter inkubiert Am Ende der Inkubation werden 5 jtl der Mischung in eine KQvette dispensierl, die I ml 
destilliertes Wasser enthait Bei Jeder Probe wird die Extinktion bei 700 nm gemessea Die Ergebnisse sind wie 
folgt: 


KohlenstoffruD-Quelle 

Monarch 1000 
Monarch 880 
Vulcan XC72R 
Vulcan XC72 
Monarch 120 
Regal 250R 
Regal 500R 


Optische Dichte bei 700 nm 

02333 
03129 
0,6878 
0.7428 
0^225 
03567 
0,4372 


C Vulcan XC72 KohlenstoffruB wird in mehrere Pufferldsungen suspendiert. die vcrschiedene pH-Werte 
aufweisen, 5 mg Vulcan XC72 Kohlenstoffpartikel werden in 2 ml verschiedener Pufferldsungen homogenisicrt, 
die 2% Dextran 9400 enthalten. und 2 Stunden lang bei Raumtemperatur inkubiert Nach der Inkubation werden 
5 jil eines jeden Homogenats zu 1 ml destilliertem Wasser gegeben. 1 ml von 3% Rinderserumalbumin im selben 
Puffer wird zur Mischung hinzugefOgt, die dann beschallt wird und ungefahr 12 Stunden bei Raumtemperatur 
inkubiert wird. Am Ende der Inkubation werden 5 |il der Mischung in I ml destilliertem Wasser suspendiert und 
die Extinktion bei 700 nm gemessen. Die Ergebnisse sind wie folgt: 


Puffer 


lonenst&rke 

pH 

optische Dichte bei 700 nm 
Dextran Rindersenim- 
atburom 

0.1 M 

6j0 

03335. 

03030 

0.1 M 

63 

03142 

0J462 

0.02M 

63 

03277 

03452 

0.003 M 

7jO 

0.4722 

03389 

0.1 M 

7j6 

0.4348 

03100 

0.02 M 

8,0 

0,6479 

03220 

0,1 M 

S3 

0,4666 

03197 

0.1 M 

8.6 

0.4284 

0.4933 


Natriumphosphat 
Natriumphosphat 
Tris-HQ 

Natriumphosphat 

Natriumphosphat 

Tris-HCI 

Glycin-HQ 

Tris-Qiral 


Wie oben ersichtlich, sind PuffcrlOsungen, die pH-Werte von ungefahr 63 bis 00 aufweisen, besonders 
geeignet f Or die Dispersion von Kohlenstoffpartikeln. 

Beisptel 18 

Zu einer Mischung aus I mg Anti-Human-Choriogonatropin-AntikOrpcr in I -ml 03 M Boratpuffcr<pH 9,0) 
wird unter RQhren 50 \ig Fluorescein-Isoihiocyahat gegeben. Das ROhren wird eine Stunde lang weiter fortge* 
setzt und die Mischung wird dann auf eine Sephadcx-G-25-*S5ulc gegeben, um ntcht-reagiertes Isothiocyanal 
und andere unerwunschic Materialien zu entfernen. Das Verhaltnis aus AntikOrper : Isothiocyanat ist ungefahr 
1 : 3. Zu einer wflOrigen Suspension aus 1 mg KohlenstoffruB (Vulcan 72) werden 03 mg des Antikdrperkonju- 
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gats gegeben. Die Mischung wird beschallt, ungef§hr 12 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und dreimai der 
Zentrifugation unterworfen. Das Endpellet, das in einem Puffer suspendiert wird, wie er in Beispiei 12 beschrie- 
ben isi, kann bis zur Verwendung bei 4"C aufbewahrt werden. 

Ahnliche Produkte k5nnen erhahen werden, indem Anti*Gelbk5rperbildungshormon, Anti-Human-lmmun- 
oglobulin G aus Ziegen und Immunoglobulin-M-Antikdrper verwendet werden. 

Beispie] 19 

Zu to ml einer wkOrigen Suspension aus 5 mg KohlenstoffruD (Vuican 72) werden 200 (il Ant i-Maus- Antise- 
rum aus Ziegen gegebea Die Mischung wird beschallt und ungef&hr 12 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert 
Dazu wird dann 1 mg Anli-Human-Choriogonatropin-Antik6rper gegeben, dicse Mischung 2 Stunden lang bei 
Raumtemperatur inkubiert und dreimal der Zentrifugation unterworfen. Das Endpeliet das in einem Puffer 
suspendiert wird, wie er in Beispiei 12 beschrieben ist, kann bis zur Verwendung bet 4^C aufbewahrt werdea 

Beispiei 20 

Zu einer Suspension aus 5 mg KohlenstoffruD in tO ml Phosphatpufferldsung (PBS) werden 2 mg Avidin 
gegeben. Nach zweistQndiger Inkubation bei Raumtemperatur werden 5 ml an 3% Rinderserumalbumin in PBS 
hinzugefflgt Nach zweistQndigem Stehenlassen werden 0,5 mg biotinyltsiertes Anti-Human-Qioriogonatropin 
in 1^ Rinderserumalbumin in PBS hinzugefOgt Nach einer weiteren einstflndigen Inkubation wird die Mi- 
schung dreimal der Zentrifugation unterworfen. Das Endpellet, das in einem Puffer, wie er in Beispiei 12 
beschrieben ist. suspendiert und dann kurz beschallt wird, kann bis zur Verwendung bei 4"C aufbewahrt werden. 

Beispiei 21 

10 mg Vulcan XC72 Kohlenstoffpartikel werden in 2 ml eines 20 mM Tris-Hydrochlorid-Puffers (pH 63) 
homogenisiert, der 40 mM Natriumchlorid und 2% Dextran 940 enthfilL Nach zweistQndiger Inkubation bei 
Raumtemperatur wird eine Lfisung aus 5 mg Fluofescein-Isothiocyanat in 1 ml Tris*Hydrochlorid- Puffer zur 
Ldsung gegebea Die Mischung wird kurz beschallt und unge^hr 12 Stunden lang bei Raumtemperatur Inku- 
biert Nach der Inkubation werden 20 ml eines 0,1 M Natriumphosphatpuffers (pH 7fi) in 0,1 M Natriumchlojiid 
zur Kohlenstoff)6sung gegeben. die dann bei 4'^C mit 15 000 Upm zentrifugtert wIttL DieserSchritt wird (k-oiiili 
wiederhoU und das resiDtierende Pellet in 20 ml Phosphatpuffer suspendiert 

2 mg Rinderserumalbunin werden zu 2 ml der Suspensbn von oben gegeben, die Mischung 6 Stunden lang 
inkubiert und dann dreimal der Zentrifugation unterworfen. Bin OberschtiQ an GlutaraJdebyd (1%) Wird hinzu- 
gefagt und nach einer dreistOndigen Inkubation bei Raiimtemperatur durch Zentrifugation entfemt€ine L5* 
sung aus lO^g Tyroxm in genQgend Dimethylformamid wird hinzugefugt. diese Mischung 3 Stiinden bei 
Raumtemperatur inkubiert und dann dreimal der 2tentrifugatk)n unterworfen. Das Endpellet, das in einem Puffer 
suspendiert wird. wie er in Beispiei 12 beschrieben ist, und dann kurz besdiallt wird, kann.bis zur Verwendung 
bei 4''C aufbewahrt werden. 

PatentansprOche 

t. Immunchemische Assayvorrichtung, enthaltend: 

a) ein GrundgerOst (20); 

b) eine Anordnung. die sich auf dem GrundgerGst (20) beflndet und umf aBt: 

0 ein Reservepolster (10)» das genOgend Porositit und Volumen aufweist um eine flQssige Probe, 
mit der der Assay durchgef Qhrt werden soD, aufzunehmen und zu speichem; 

ii) eine Membran mit Dochtwirkung (16)l die entfemt vom Reservepolster angeordnet ist v^obei 
die Membran mit Dochtwirkung (16) genCgend Porositat und Volumen aufWeist, um einen wesent* 
lichen Teil der Probe zu absorbieren, die in das Reservepolster(f 0) aufgenommen wurde; und 

iii) wenigstens eine Ftlterzone, die die Membran mit Dochtwirkung (1Q und das Reservepolster 
(10) verbindet und berOhrt, wobei die Rterzone: 

(1) eine OberflSche des Reservepolsters (10) berOhrt, die in Bezug auf das Volumen des 
Reservepolsters ausreichend klein ist. um den RuD der flQssigen Probe yom Reservepolster 
zur Filterzone zudos)eren;und 

(2) in der Lage ist, den RuD eines jeden spezifischen Ligand-Rezeptor-iComplexes in der 
Probe vom Reservepolster (10) zur Membran mit Dochtwirkung (liEl) zu gestatten. wahrend 
sie den RuO grdOerer Komponenten, die sich dann in der Probe befinden, verhtndert; und 

c) wenigstens eine immobiiisierte Substanz, die sich auf wenigstens einer Zone der Klembran mit 
Dochtwirkung (16) befindet und die Assay^Anzeige (18) definiert, wobei die immobilisierte^ubstam in 
der Lage ist, einen spezifischen Ugand-Rezeptor-Komplex, den die Probe enthBit, zu binden, iiiii die 
Assay- Anzeigezu bikien. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daD das GrundgerOst (20) aus Kunststdff oder 
Glasnt 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 und/oder 2. dadurch gekennzeichnet, daB das Reservepolster (10) skrh^Qber 
das GrundgerOst (20) ausdehnt 

4. Vorrichtung nach einem der AnsprQche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet daB wenigstens^in Reagenz,das 
einen spezifischen Ligand-Rezeptor*Komplex erzeugen kann,gleichmftBtg in und aUf wenigstens einenn teil 
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der Filterzone sich befindet 

5. Vorrichtung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet,da& das Reagenz einen Marker tr^gt 

6. Vorrichtung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB der Marker ein direkier Marker ist. 

7. Vorrichtung nach Anspruch 6. dadurch gekennzeichnet. daO der Marker cin Metallsoi, ein Nlcht-Metall- 
sol. ein Farbsiof fsol oder ein Farbindikaior ist oder aus Latexpartikeln besteht 

8. Vorrichtung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB der Marker ein Kohlenstoffsol ist 

9. Vorrichtung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB der Marker ein indirekter Marker ist 

IQ. Vorrichtung nach einem der AnsprQche 1 bis 9, insbesondere 4, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Reagenz und die immobitisierte Substanz Ligand-bindende MolekOle sind. 

1 1. Vorrichtung nach einem der AnsprBche 1 bis 9, insbesondere 4. dadurch gekennzeichnet, daB wenigstens 
das Reagenz oder die immobilisierte Substanz ein mcnoklonaler Antikdrper isL 

12. Vorrichtung nach einem der AnsprOche I bis 9, insbesondere 4. dadurch gekennzeichnet, daB wenigstens 
das Reagenz oder die immobilisierte Substanz ein polyklonaler Antikdrper bt 

1 3. Vorrichtung nach einem der Ansprflche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet. daQ die immobilisierte Substanz 
ein Ugand isL 

14. Vorrichtung nach Anspruch 13. dadurch gekennzeichnet, daB die immobilisierte Substanz ein Antigen 
oder Hapten ist 

15. Vorrichtung nach einem der AnsprOche 1 bis 1 4. dadurch gekennzeichnet, daB die Ftkerzone umfaBt: 

a) wenigstens ein erstes Filterelement (12), das auf dem GrundgerBst (20) so angeordnet ist. daB es an 
das Reservepolster (10) grenzt und eine OberflSche des Reservepolsters (10) berOhrt, die in Bezug auf 
das Volumen des Reservepolsters (10) ausreichend klein ist. urn den FiuB der flOssigen Probe vom 
Reservepolster (10) zum ersten Filterelement (12) zu dosieren; und 

b) ein zweites Filterelement (14), das auf dem GrundgerOst (20) so angeordnet ist, daB es an jedes erste 
Filterelement (12) grenzt und vom Reservepolster (10) entfernt sieht, wobei das zweiie Filterelement 
(14) in der Lage ist, das DurchflieBen eines jeden spezifischen Ligand-Rezeptor-Komplexes in der 
Probe zu gestatten. aber das DurchflieBen grdBerer Komponenten, cUe sich dann in der Probe befmden. 
zuverhindem. 

16. Vorrichtung nach Anspruch 15. dadurch gekennzeichnet, dafi wenigstens ein Reagenz, das einen spezifi- 
schen Ligand-Rczeptor-Komplex erzeugen kann, gleichm&Big in imd auf wenigstens einem Teil des ersten 
Filterelements (12) sich befindet 

17. Vorrichtung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB sowohl das Reservepolster (10), als auch 
das crsle Filterelement (12). als auch das zweitc Filterelement (14), als auch die Membran mit Dochtwirkung 
(16) aus mikroporosem Membranmaterial bestehen. 

18. Vorrichtung nach Anspruch 17. dadurch gekennzeichnet, daB jede mikropordse Membran aus Nylon. 
Zellulosematcrial einem Polysulfon, Polyvinylidendifluorid oder atis einem Polyester besteht 

19. Vorrichtung nach einem der AnsprOche 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daB sich ein Additiv auf dem 
ersten Filterelement (12) befindet, das in der Lage ist, die Herstelltmg oder das Binden der spezifbchen 
Ligand-Rezeptor-Komplexe zu verst&rken. 

20. Vorrichtung nach einem der AnsprOche 1 bis 1 9, gekennzeichnet durch eine fetichtigkeits-undurchltoige 
Hul]e(222),die die Vorrichtung umgtbt, wobei die HBIIe beinhaltet: 

a) eine Offnung (224) in der HOlle (222), deren umgebende, obere Oberfl2che gebogen ist und ach nach 
unten ausdeht. so daB ein schalengleiches AufnahmegefaB gebildet ist, das am Reservepolster (210) 
endet und fest mit einem Teil des Reservepolsters (210) verbunden ist, wobei die Offnung (224) in der 
Lage ist, die flQssige Probe aufzunehmen und das FIteBen der flQssigen Probe auf das Reservepolster 
(210) hinaufzu dosieren, und . . j 

b) eine Vorrichtung, mit der die Assay-Anzeigezone (218), die aiif der Zone angeordnet ist, mit dem 
Auge OberprOf t werden kann. 

21. Immunchemisch aktiver Marker, gekennzeichnet durch feinc KohlenstoffruBpartikeIn, auf dencn cine 
Komponente adsorptiv immobilisiert ist, die entfernt vom Adsorbtionsort mit einem immunologisch akti ven 
Uganden oder Ligand-bindenden MblekQl endet 

22. Immunchemisch aktiver Marker nach Anspruch 21. dadurch gekennzeichnet. daB die Komponente aus 
immunologisch aktiven Hapienen, Antigenen, oder Antikorper besteht, die auf der Oberfl&che des fCoMen- 
stoffruBes adsorbiert sind. 

23. Immunchemisch aktiver Marker nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet. daS die Komponente den 
immunologisch aktiven Uganden oder Ligand-bindendc MolekOle beinhaltet, die fiber ^in Kupplungsrea- 
genz kovalent verbunden sind, und das Kupplungsreagenz auf der OberflSche des KohlenstoffruBes adsor- 
biert ist 

24. Immunchemisch aktiver Marker nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, daB das Kupplungsreagenz 
cin Imid, Azid. Isoihibcyanat, ein Imidoesier oder ein Dialdchyd ist 

25. Immunchemisch aktiver Marker nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, daB das Kupplungsreagenz 
Maleimid, Succinimid, Phenylazid,Clutaraldehyd oder N-Hydroxysuccinimidoester ist 

26. Immunchemisch aktiver Marker nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB das Kupplungsreagenz 
einlsothiocyanatist 

27. Immunchemisch aktiver Marker nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daB das Isothiocyanat 
Phenylisothiocyanat 4, 4'-Diisothiocyanostilben*2,2'-disulfonsaure. 4-N,N-Umehtylafninoazobenzol- 
4'-isothiocyanat, Fluorescein-losothlocyanat oder Rodaminisothtocyanat ist 

28. Immunchemisch aktiver Marker nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet. daB das Kupplungsreagenz 
Phenylisothiocyanat ist 
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nuore^aSS:,^^^^ ^"""^ """^ gekennzeichnet. d.D d« l«,thiocy.„., 

33. Immundiemisch aktiver Marker nach einem dcr AnsprOche 21 bis 32. dadurch eekennzeichnet daO die 
femen KoWensto ruBpartikeIn und die immobilisierte Komponente, die auf SnZjS^zrSkal 
adsorbtiv .mmobiLsicrt ist. mil Polyethylenglykol Oberzogen sind. das ein MolekulargSTSSSiS 

uJ=^lt^:Ztmlt^^ daB d« Dexuan eIn 

f Jr?""'^,''*'""^ Marker nach Anspruch 33. dadurch gekeniizeichiiet. daB das Pblyeihylenelvkol 
em Molekulargewicht von ungetthr 5000 bis ungefShr 12 000 aufweisL *• «" "«5 "iiyemyiengiyicoi 

36. Immuncbemisch aktiver Marker nach einem der AnsprDche 21 bis 35. dadurch gekennzeichnet daO die 
Komponente den immunochernisch aktiven Ligand oder Ugand-bindende MolekOirbelSSe 2n 
^otemgebundensindmKJ das Protein auf derOberfiached^Kohte^^^^^^ 

37. Immunchemisch aktiver Marker nach Anspruch 36. dadurch gekennzeichnet daB der in.»,„n«i«.i„i. 

38. Immunchemisch aktiver Marker nach Anspruch 36. dadurch gekennzeichnet daO der ■mm.inni^itf.^h 
jSdeffi"'" Uiand-bindenden MolekOle an das Pro.4 Ober 

39. Immunchemisdi aktiver Marker nach einem der AnsprOche 21 bis 38. dadureh gekennzeichneL dafi die 

em Protem gebunden smd. wobei das Protein an ein Kupplungsieagenz kovalem MbundeVtormd d«s 
KupplungsreagenzaufderObcrnschedesKohlenstoffruBeiadsorbieilitt ee«»«««en ni und das 

40. Immunchemisch aktiver Marker nach Anspruch 39. dadurch gekennzeichnet. dafi der immunoloeisch 
iSeiil^:^^''''^-''^^"' " '^'^^ - -«te, KjpSs^aJet 
tl' o"*^' Suspension eines immunchemisch aktiven Marken nach einem der AnsprOche 2 1 bis 40 

42. WJBnge Suspension nach Anspruch 41, gekennzefchnct durch wenigstens einen Puffer Sr^nen oH 
SiS^^bSssSnf —"'OK'-* aktive Ugand staifu is, u^d^r in d™tS"^i! 

JJn?SSr1Sws"£a "fSst^^^^^ ''"''Sstens einen Puffer, der einen pH 

~it!^S.?I n"^''"^ immunchemisch aktiven Markers nach einem der AnsprOche 23 bis 40. 

gekennzeichnet durch das Bmden des immunologisch aktiven Uganden oder der UKand-Undenden hA^ 
kOk an die feinen KohlenstoffruOpartikein. indem man em KupplungsreSTn^TleTcStiS^^^ 

i) mit^m immunologisch aktiven Uganden oder den Ugand-bindenden MolekOlen kovalent reagkien 

ii) auf den feinen Kohlenstoffrufipartikeln adsorbieren UBt 
45.yerfahren nach AnsprachHdadurchgekennzeichnet.daB der iminnnchemi^ 

4a Verfahrennach Ansproch 44 und/oder 45. dadurch gekennzeichnet. daB die femen KohlenstoffruflDarti- 

Isothiocyanat. Imidoester oder Ober einen Dialdehyd gebunden sind. ^ 

48. Verfahren nach Anspruch 47, dadurch gekennzeichnet. daB der immunotogisch aktive Ueand oder die 

49. Verfahren nach einem der AnsprOche 44 bis 47. dadurch gekennzeichnet. daB der immunotogi^di^^ 
Ligand Oder die Ligand-bmdenden MoIekOle an die feinen KohlensloffniDMrtiketeOtoPheSTH^^ 
nat. 4.4•.Diispthiocyanos.iIben-2.2^disu!fonsaure, 4.N,N-Dime,hyl.S^ 

rescem-Isothiocyanat oder Rodaroinisothiocyanat gebunden sind. iwuiiocyanai. i^iuo- 

gisch aktive Ligand Oder die gebundenen Ligand-bindenden MolekOle und die feinw SenSK^^ti^ 
keh. m emem waQrigen Medium suspendiert sind. das auf einen pH gepS S^er S den S 
ungeflhr 6 bis ungcfahr 9 fiUlt. und bei dem der immobifislerte. immunohSdTiSJJ Z - 

immobilisierte. UgamJ-bindende MolekQIstabil ist "nmunowgwa aktive Ijgand Oder ^ 

51. Verfahren nach Anspruch 50. dadurch gekennzeichnet. daB die wSBrise Sumensian mi< own^MtM. 
einem biok,gischvertrfigUchen.ionischenod^nicht.ionischenTens5teSi^^^^^ wemgsMns 
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52 Immunchcmischc Testvorrichtung. die einc Reaktion zwischen cinem immunologisch akttven Uganden 
Oder Lieandbindenden MolckOIen und cinem Analyten ausnOizu gekennzeichnet durch die Vcrwendung 
eines immunchemisch aktiven Markeader feine KohlensloffniBpartikcln aufwcist.auf dencn erne Kompo- 
nente adsorptiv immobilisiert ist, die enifcmt vom Adsorpiionsori mit einem immunologisch aktiven Ugan- 
den oder Ligand-bindenden MolekQI der Reaktion cndeL . . . * . . . ^ u.« * 
53. Vorrichiung nach cinem dcr Ansprilchc I bis 52. gekennzeichnet durch erne feuchtigkcils-undurchlfissige 
H0lle(522),diedieVorrichtungumgibt.wobeidieH0llc(522)aufwei$t: ^ ... 
^) einc erstc Of fnung (524) in der HQUe (522^ dcren umgebcnde. oberc Oberfliche gebogen ist und sich 
nach unten ausdchnt, so daB cin schalcngleiches AufnahmegefSB gebUdel ist, das am Reservepolsier 
(510) cndet und fest mit cinem Teil des Rescrvcpolsters (510) vcrbundcn ist, wobei die cntc Offnung 
(524) in der Uge ist die FlOssigkcit aufzunehmen und das Ftic^ dcr ROssigkeilauf das Rcservepol- 
stcr(510)hinaufzudosieren, . ^. , u • 

b) cine zweitc Offnung (530) in der HOIIc (522). dirckt Qber dem rwcitcn FiUerclement (51^, wobci mil 
der zweiicn Offnung (530) einc Probe direkt auf das zweitc Filtcrclcmcni (514) aufgegeben wcrden 

c) *eine^orrichtung. mil der die Assay-Anzeigczonc (518^ die auf dcr Zone angeordnei ist, mit dcm 
Auge Oberprflf t wcrden kann. 

Hierzu 3 Seite(n)Zeichnimgcn 
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